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マウスでは，腹腔内に 5 i.u.の PMSG を投与した 48 時間後に 5 i.u.の hCG を投与し，
その 11～13時間後に排卵が起こる．したがって，hCG 投与 16時間後に，マウス卵管内
から成熟卵を回収することができる（Iwamatsu et al.,1971）．また，ハムスターでは，
膣内検査により発情が確認された後，20～30 i.u.の PMSG を投与し，その 48 時間後に









































いると結論づけ，この現象を精子の受精能獲得と定義した（Austin et al.,1951 ; Chang 




には 10～11 時間必要である（Adams and Chang,1962）．そこで，Chang et al.(1959)
は，容易に精子を回収できる子宮単独培養で受精能獲得を誘起させ，体外受精により得













































化も受精能獲得の誘起に関与していることが報告されている（Cross et al.,2004 ; 









よって受精卵が得られる（Rosado et al.,1974）．この cAMPの増加はアデニル酸シクラ
ーゼに由来しており，アデニル酸シクラーゼが欠損しているマウスでは，十分な受精能






の活性による cAMPの増加は，精子内に流入する Ca2+に依存している（Chen et al.,2000 ; 
Xie et al.,2006 ; Carlson et al.,2007）．この精子細胞内での Ca2+増加は，BSAや HCO3-
による精子細胞膜コレステロール分布の変化に伴う膜流動性の変化による pH 上昇に起
因している．これは，細胞膜のイオンチャンネルが活性化されること，細胞小器官に蓄
えられている Ca2+の放出により生じることが報告されている（Kirichok et al.,2006 ; 
Carlson et al.,2007）．また，ヒト精子では，Ca2+ionophores処理が，精子の受精能獲
得を誘起すること（Suarez et al.,1992 ; Marquez and Suarez,2007），受精能を獲得
したハムスター精子の細胞内の Ca2+を免疫蛍光染色により観察すると，精子鞭毛中によ









（Hereng et al.,2011）．ウシ精子において，受精能獲得の際には ATP の必要量が増加































受精させる卵細胞質内精子注入法（intracytoplasmic sperm injection；以下 ICSI）
がある．Uehara et al.(1976)は，哺乳動物 ICSIの最初の成功例として，ハムスター卵
に精巣上体，もしくは精巣内精子を注入し，前核形成を認めたことを報告した．その後，






















報告されている（Delhanty et al.,1993 ; Kamiguchi et al.,1993 ; Iwarsson et 




















ら精子 DNAの断片化を予測することは困難である（Rives et al.,1999）． 
 また，精子側の因子として，先天的な染色体異常とは別に，射出後に生じる精子 DNA
の断片化も胚発生や着床に影響を与えると考えられる．ラットでは，精子 DNA の断片化








生と胚の生存性を低下させると報告されている（Nackerdien et al.,1991 ; Olinski et 






































































































 生殖器の細菌感染は，男性不妊要因の１つである（Anderson et al.,1988 ; Diemer et 


















あるリポポリサッカライド（lipopolisaccharide ; LPS）であり，Lipid A という活性
中心を持つ．免疫担当細胞である白血球には，このような細菌から放出される内毒素を
特異的に認識する Toll-like Receptor（TLR）が発現し，初期免疫応答を担っているこ
とが明らかとなっている（Takeuchi et al.,1999 ; Takeda and Akira,2005）．ヒトや
マウスにおいて，この TLR familyは 11種類同定されており，それぞれ認識する病原体
が異なる．ペプチドグリカンは TLR2に認識され（Muller et al.,2001），LPSは TLR4-CD14
に結合することにより，TLR4に特異的に認識される（Poltorak et al.,1998 ; Hoshino 
et al.,1999）．非自己を認識した TLRs は，その下流シグナル伝達系を活性化すること
で，サイトカイン，ケモカインの発現・分泌を誘起することが知られている（Takeda and 















 近年，免疫細胞以外においても TLR family などの免疫細胞関連遺伝子が発現してい
ることが報告されている．排卵後の卵丘細胞卵子複合体においては，卵丘細胞に TLR2/4
が発現し，受精過程で産生される短鎖ヒアルロン酸により活性化され，ケモカイン類を
発現，分泌する（Shimada et al.,2006 , 2008）．精子には卵丘細胞から分泌されたケ
モカインを認識する受容体が存在し，ケモカインを認識することにより卵への走化性を
示す（Shimada et al.,2006 ; Tamba et al.,2008）．このことから，受精には，免疫機
能に関わる遺伝子の発現が必要であり，精子にも免疫細胞様の機能を有していることが





















 精液は，2009年 2月から 2010年 11月にウイメンズ・クリニック大泉学園へ不妊治
療のために通院し，精液検査および，体外受精・胚移植を行った症例のうち，インフォ
ームドコンセントの得られた 372症例とした．精液のサンプルは，3～5日間の禁欲期
間の後に採取した．精液の所見は，約 15～30分の液化の後，WHOの基準（World Health 
Organization, 2011）に基づき，精液量，精子濃度，運動率，奇形率，白血球数を測定
した． 
 精液は，精液所見の測定後，抗生物質であるゲンタマイシンを含む human follicular 
fuluid（HFF99；Fuso chemical Co.,Tokyo.Japan）に 5％human serum albumin（Irvine 
Scientific）を添加した培養液にて希釈した．希釈後，37℃，5％CO2環境下で 6～24時
間培養を行い，培養後の運動率と TUNEL陽性率を測定した．また，細菌に感染していな
い症例の一部は，100 ng/ml の LPSもしくは 10 µg/ml の Pam3Cysを培養液に添加し，
精子運動率と TUNEL陽性率を測定した．TLR4の合成リガンドである LPSは Escherichia 
coli 0111:B4由来（L4391，Sigma，St Louis, MO，USA）を，TLR2のリガンドであるポ
リペプチドは，その合成化合物である Pam3Cys-Ser-(Lys)4i（Pam3Cys；Calbiochem，Los 
Angels，CA，USA）を mTBMで溶解し，-20℃に保存したものを使用した．さらに，細菌













 精漿中の LPS濃度の測定は， limulus ES-Ⅱシングルテストワコ （ーWAKO chemical Co.，
Osaka，Japan）を用いたリムルステストにて行った（Elin et al.,1975）．精漿は，エ
ンドトキシンフリーの希釈液で希釈後，70℃10分の加熱処理を行った．処理後，






 精漿中のペプチドグリカン濃度の測定は，SLP-HS シングル試薬テストワコー（WAKO 
Pure Cheminal Industries Ltd.）を用いた SLP（silkworm larvae plasma）テストを
用いて行った．精漿は，エンドトキシンフリーの希釈液で希釈後，90℃10分の加熱処理
を行った．処理後，SLP-HS(Silkworm Larvae Plasma High Sensitive)と混合し，
Toxinometer-ET2000（WAKO Pure Cheminal Industries Ltd.）を用い，37℃，120分間
の比色時間分析法にて測定した． 
 
RNA 抽出および RNA濃度測定 
 RNeasy Mini Kit（250）（QIAGEN science，Germantown，MD，U.S.A.）を用いてマウ
ス精巣上体精子から Total RNAを抽出した．TotalRNAの濃度は，NanoDrop（Thermo Fisher 
Scientific，Wilmington，MA，U.S.A.）を用いて 260 nm と 280 nm の吸光度を測定し，




逆転写反応液の組成は，1 サンプルあたり AMV RT 5×Buffer（PROMEGA，Fitchburg，
WI，U.S.A.） 4 µl，2 mM Gene Amp dNTP Mix（Applied Biosystems，Lincoln Centre Drive 
Foster City, CA，U.S.A.） 8 µl，Oligo dT（GE Healthcare，Buckinghamshire，UK） 
0.5 ul，AMV Reverse Transcriptase（PROMEGA） 0.25 µlを混合し 12.75 µlずつ分注
した．そこに 100 ngの Total RNA（7.25 µl）加え，反応に用いた． 




Tlr2 および Tlr4 のプライマー配列は表 1に示したものを使用した． 
 1サンプルあたり 2×MightyAmp Buffer（Mg2＋, dNTP plus）（Takara Bio.Co.，Siga，
Japan） 7.5 µl，ddH2O 3.8 µl，MightyAmpTM DNA Polymerase（Takara Bio.Co.，Siga，
Japan） 0.2 µl を混合し，目的の遺伝子ごとに設計した Forward Primer 0.75 µl， 
Reverse Primer 0.75 µl，cDNA 2 µl の計 15 µl の反応液を作製後，98℃ 2 分間の条
件下で cDNAを解離させたあと，98℃ 10秒，X℃ 15 秒，68℃ 2分を 35サイクル行い，
DNA を増幅した． 
 反応後，68℃ 5 分の条件で PCR 産物を安定化させ，15℃まで冷却した PCR 産物に
Roding Buffer（Takara）を混合し，ethidium bromide（NIPPON GENE，Tokyo，Japan）
17 
 




TLR2 および TLR4の蛍光免疫染色法 
 回収した精液を PBSで洗浄し，精漿を完全に除去後，PBSで 10倍希釈した．PBS で希
釈した精液をスライドガラスに塗沫し，室温で乾燥させた．サンプルを 4％（w/v）
paraformaldehyde/PBSで 30分間 4℃で固定した．PBSで 2回洗浄後，Vector 
M.O.M.immunodetection kit（Vector Laboratories Inc.）の Mouse Ig blocking reagent
で 1時間室温ブロッキングを行った．M.O.MTMProtein Concentrateで各一次抗体
（anti-TLR2 antibody，Mab mTLR2，InvivoGen, San Diego，CA，USA）），anti-TLR4 antibody
（Mab mTLR4/MD2，InvivoGen, San Diego，CA，USA）を 1:500で希釈した反応液と 4℃
で 12 時間反応させた．PBSで 3回洗浄後，FITC-conjyugated goat anti rat（mouse）
IgG 抗体（1:250，Sigma）と 1時間室温で反応させた．染色した部位に DAPIまたは PI




TLR2，TLR4の Western Blottingによる検出 
TLR2/4 のポジティブコントロールとしてヒト白血球を回収した．ヒト白血球は，真
空採血管で採血を行った後，Lymphoplep 溶液（コスモバイオ co.）を用いた密度勾配
遠心法にて回収した．回収した白血球をホモジナイズし，100µl の Whole cell lysis 
Buffer により懸濁し，氷上で 10 分間静置後，4℃，15,000 rpm，10 分間で遠心分離し
た．遠心後の上清を回収し，使用するまで-80℃で保存した．Whole cell extract Buffer
の組成は，100 mM NaCl（純正化学株式会社，Tokyo，Japan），100 mM Na4P2O7（Nakarai 
tesque），50 mM NAF（Sigma），0.1 mM Na3VO4（Sigma），1％Triton×100（Sigma），2.5 
mM HEPES（pH 7.5）（Sigma），10％ glycerol （Nakarai tesque），5 mM EDTA（Sigma），
5 mM EGTA（Sigma）である． 
 抽出した白血球タンパク質濃度は，DC Protein Assay Kit（Bio-Rad laboratories，
Hercules，CA，U.S.A.），NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した． 
 精子タンパク質は，精子をエッペンドルフチューブに回収し，100℃，5 分間加熱し
た１×SDS Sample Buffer を加え，ピペッティングにより懸濁し，精子懸濁液を作製し
た．懸濁後のサンプルを超音波破砕機（UD-200，TOMY，Tokyo，Japan）を用いて，4℃，
10 秒間の処理により DNAを断片化させた． 




加熱処理を行った．煮沸した白血球タンパク質 10 µl および精子タンパク質 10 µl を
7.5％の Polyacrylamide gel を用いて 100 V，10 mA の条件下で分離した．用いた泳動
バッファーは 25 mM Tris（Nakarai tesque），192 mM Glysin（Nakarai tesque），0.1％
（w/v） Sodium dodecyl sulfate（Sigma）である．泳動したゲルを Polyvinylidene 
fluoride membrane（PVDF membrane，GE healthcare）に 100 mA，4℃の条件で 12時間
転写した．転写バッファーには 25 mM Tris，192 mM Glysine，10％（w/v） Methanol
（Nakarai tesque）を用いた． 
 転写した PVDF membraneは，5％（w/v）スキムミルク（森永乳業，Tokyo，Japan）を
溶解させた PBS（－）でブロッキングした．チロシン残基のリン酸化の検出においては，
5％（w/v）bovine serum albumin（BSA，Nakarai tesque）添加 TBS でブロッキングし
た． 
 2.5％（w/v）スキムミルクを溶解させた PBS-T（0.1％（w/v） Tween-20（Sigma）を
添加した PBS（－））もしくは 2.5％（w/v）BSAを溶解させた TBS-T（0.1％（w/v） Tween-20
（Sigma）を添加した TBS）に X倍に希釈した一次抗体を添加し，ブロッキング後の PVDF 
membraneと 4℃で一晩反応させた． 
一次抗体の希釈倍率は，anti-TLR2 antibody（1:1000，Cell Signaling Technology 
Inc.,Danvers，MA，USA）は 1：1000，anti-TLR4 antibody（IMGENEX，San Diego，CA，
U.S.A.）は 1：1000とした．非特異的に結合した抗体を除去する目的で，一次抗体と反
応させた PVDF membraneを TBS-Tで 2時間振揺させ洗浄した． 
洗浄した PVDF membraneを 1:2000に希釈した horseradish-peroxidase-labeled 
anti-rabbit IgG（GE Bioscience）を添加した 2.5%(w/v)スキムミルク添加 PBS-Tを用
いて 1.5時間室温で反応させた． 
非特異的に結合した抗体を除去するため，二次抗体と反応させた PVDF membraneを
PBS-T 中にて 1時間室温で振揺させた． 
HRP 活性の検出については，ECL detection system（GE Bioscience）を用いて行っ
た．まず，検出を行う前に冷暗室に保存してある ECL の試薬 Aと試薬 Bとを等量混合し
た．洗浄した PVDF membrane上に混合した ECL試薬を均一に広げて，温室条件で 5分間
反応させ，5分後，反応を停止させるために PVDF membraneを濾紙に挟んで反応液を除
去した．暗室で，X-ray Film（FujiFilm，Tokyo，Japan）をセットした Lightinig Plus




精子は terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling；TUNEL


















【実験３】ヒト精子の TLR2(Tlr2)および TLR4(Tlr4)の発現と局在検出 
 実験３では，LPSに対する受容体である TLR4(Tlr4)とグラム陽性菌の膜構成成分であ
るポリペプチドの受容体である TLR2(Tlr2)のヒト精子における発現と局在を RT-PCR，
Western Blottingおよび Immunofluorescence法を用いて検出した． 
 
【実験４】ヒト精子における TLR2および TLR4の機能解析 
 実験４では，精漿を除去し，精子培養液にLPSあるいはTLR2のリガンドであるPam3Cys
を添加し，精子運動率と TUNEL陽性率についてそれぞれ検討した．また，LPS の活性を
中和する PMBを精子培養液に添加し，精子運動率と TUNEL陽性率について検討した． 
 
統計処理 


















Streptcpccus sp., Staphylococcus sp., Enterococcus sp.が多く検出された．グラム











































 男性生殖器の細菌感染は不妊原因となると報告されている（Eley et al.,2005 ;  
Ochsendolf et al.,2008 ; Moretti et al.,2009）．本章実験１において，精液中に 
細菌が検出される症例が認められ，検出された細菌の多くが Streptcpccus sp.,  
Staphylococcus sp., Enterococcus sp.などのグラム陽性菌であった．症例数は少なか














これらの精液中に検出されたペプチドグリカンや LPS は，TLR2 あるいは TLR4 を刺激
することが免疫細胞で知られている（Tsan et al.,2004 ; Fournier and Philpott,2005）．
さらに，卵丘細胞，血管内皮細胞，胚上皮細胞，子宮上皮細胞などにおいてもそれらが















して高濃度である．しかしヒト精漿中には可溶性の sCD14（soluble CD14 α，β）が
存在することや（Harris et al.,2001），lipopolysaccharide-binding protein（LBP）
が精漿中のプロスタソームに存在していることが報告されている（Malm et al.,2005）．
これらの sCD14および LBPは共に LPSに強く結合し，その活性を変化させる．リムルス


















た精子の TLRsが，精子内に急激な Ca2+の増加をもたらすと考えられる．精子内に Ca2+
が取り込まれることにより，精子膜の変化に伴う自発的な受精能獲得や先体反応を誘起
し，生存の持続時間が短縮され，アポトーシスを引き起こすことが報告されている






























していることが示された．実験３では，ヒト精子に TLR2 および TLR4 の発現を認めた．
これらのことから，実験４では，内毒素の刺激による精子の TLR2および TLR4 の作用を
検討した．精子をペプチドグリカンの合成リガンドである Pam3Cysあるいは LPS 添加培






































子は内毒素を認識する TLR2および TLR4を発現しており，精液中に TLR2あるいは TLR4
のリガンドである Pam3Cysや LPSを添加すると，精子運動性が低下し，精子 DNA の断片
化が誘起されることが明らかとなった．これらのことから，精液中のペプチドグリカン







質分解酵素などの各種分解酵素を用いて不純物を除去している（Darveau et al.,1983 ; 
Eidhin et al.,1993）．しかし，超遠心処理では精製率が低く，各種タンパク質分解酵
素処理法では，その酵素が残留するなど，抽出法によって純度が異なることが知られて



















TLR4(Tlr4)の発現と局在を，Westernblotting および immunofluorescence 法を用いて
検出した．実験２では，細菌感染フリーのマウス精巣上体精子を用い，LPS もしく
Pam3Cys を添加し，精子の運動性と TUNEL 陽性率による精子 DNA の断片化を検出した．
さらに，Tlr2 ノックアウトマウス，Tlr４ノックアウトマウス，Tlr2;Tlr4 ダブルノッ
クアウトマウスの精巣上体精子を用いて同様の添加実験を行い，精子の機能性に果たす



































 実験には ICR系統のマウスを用いた．マウスは日照時間（点灯 14時間，消灯 10時間）
および気温（23℃）が管理された SPF環境下で飼育し，給餌およびその動物の取り扱い
は広島大学の実験動物指針に従った． 
 8週齢 ICR系統雄マウスから左右の精巣上体尾部を体外受精培地 500 μl 中に取り出
し，26G針を用いて精巣上体尾部を切開し，精巣上体精子を培地内に放出させた． 
体外受精培地には mHTF 培地を使用し，37℃，5％CO2，飽和水蒸気条件下で一晩静置さ
せたものを使用した．mHTF の組成は以下の通りである．10.16 mM NaCl（純正化学株式
会社，Tokyo，Japan），4.69 mM KCl（Sigma，St. Luis，MO，U.S.A.），5.14 mM CaCl2・
2H2O（Sigma），0.4mM KH2PO4（Sigma），0.2 mM MgSO4・7H2O（片山化学工業，Osaka，Japan），
8.401 mM NaHCO3（Nakarai tesque，Kyoto，Japan），2.77 mM glucose（Sigma），0.13 mM 
Na lactate（Sigma），0.34 mM pyruvic acid（Sigma），0.006％（w/v）penicillin G
（Sigma），0.005％（w/v）streptomycin（Sigma），0.4％（w/v）bovine serum albumin
（Sigma），phenol red（Merck，Whitehouse Station，NJ，U.S.A.）． 
  
精子運動性の測定，培養 
 8 週齢 ICR 系統雄マウスの精巣上体尾部を回収後，4 well dish（NUNC，Rochester，




 マウス精巣上体精子は 100 ng/mlの LPS もしくは，10 µg/mlの Pam3Cysを培養液に
加え，培養を行い，培養 3時間後の運動率と，6時間後の TUNEL陽性率，caspase3活性
の測定による精子 DNAの断片化の検出を行った．TLR4 の合成リガンドである LPSは









ホモジナイズし，100µl の Whole cell lysis Buffer により懸濁し，氷上で 10 分間静
置後，4℃，15,000 rpm，10分間で遠心分離した．遠心後の上清を回収し，使用するま
で－80℃で保存した．Whole cell extract Buffer の組成は，100 mM NaCl（純正化学
株式会社，Tokyo，Japan），100 mM Na4P2O7（Nakarai tesque），50 mM NAF（Sigma），
0.1 mM Na3VO4（Sigma），1％Triton×100（Sigma），2.5 mM HEPES（pH 7.5）（Sigma），
10％ glycerol （Nakarai tesque），5 mM EDTA（Sigma），5 mM EGTA（Sigma）である． 
 抽出した脾臓タンパク質濃度は，DC Protein Assay Kit（Bio-Rad laboratories，
Hercules，CA，U.S.A.），NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した． 
 精巣上体精子タンパク質は，以下の手順で回収した．精巣上体より 4 well dishに回
収した精巣上体精子もしくはリガンド処理後の精巣上体精子をエッペンドルフチュー
ブに回収し，100℃，5分間加熱した１×SDS Sample Buffer を加え，ピペッティングに
より懸濁し，精子懸濁液を作製した．懸濁後のサンプルを超音波破砕機（UD-200，TOMY，
Tokyo，Japan）を用いて，4℃，10秒間の処理により DNAを断片化させた． 
 細胞溶解液中のタンパク質濃度を 10 mg/mlに調整後，等量の Laemmli sample buffer
（Laemmli，1970）を添加し，100℃，5分間煮沸した．精子サンプルについても同様に
加熱処理を行った．煮沸した脾臓タンパク質 10 μl および精子タンパク質 10 μl を
7.5％の Polyacrylamide gel を用いて 100 V，10 mAの条件下で分離した． 
以下第二章と同様の手順で行った． 
一次抗体の希釈倍率は，anti-TLR2 antibody（1:1000，Cell Signaling Technology 
Inc.,Danvers，MA，USA）は 1：1000，anti-TLR4 antibody（IMGENEX，San Diego，CA，
U.S.A.）は 1：1000，anti-cleavaged caspase 3（Asp175）(1:1000，Cell signaling 




丘細胞卵子複合体（cumulus-oocyte complex ; COC）を回収することにより成熟卵を得
た．過排卵刺激は，23 日齢時に 4 IU の Equine chorionic gonadotrophine ; eCG（ア
スカ製薬株式会社）を腹腔内投与することにより，複数の卵胞の発育を促した．eCG投
与 48 時間後，5 IU の Human chorionic gonadotrophine ; hCG（アスカ製薬株式会社）
を腹腔内投与し，その 16 時間後に卵管から COC を回収した．回収した COC は，150 µl
の HTF 培地中で培養を行った．体外受精用の培地には，37℃，5％CO2，飽和水蒸気条件
下で一晩静置させた HTF 培地を使用した．回収した精子を 60 分間，前培養を行い，受
精能の獲得を誘起した．この間に，Pam3Cys，LPSの処理群は 10 µg/ml の Pam3Cys，100 
ng/ml の LPSをそれぞれを培地中に添加し処理を行った．培養後，精子は媒精用の培養















 Tlr2-/-マウス（Takeuchi et al., 1999），Tlr4-/-マウス（Hoshino et al., 1999）は，
６世代交雑させて C57BL/6マウスから得た．これらのマウスは日照時間（点灯 12時間，
消灯 12 時間）および気温（23℃）が管理された SPF 環境下で飼育し，給餌およびその
動物の取り扱いは Baylor College of Medicineの実験動物飼育指針に従った． 
 
実験計画 
【実験１】マウス精子の TLR2(Tlr2)および TLR4(Tlr4)の発現と局在 
実験１では，LPSに対する受容体である TLR4(Tlr4)とグラム陽性菌の膜構成成分であ
るポリペプチドの受容体である TLR2(Tlr2)のマウス精子における発現と局在を
Western Blottingおよび Immunofluorescence法を用いて検出した． 
 
【実験２】マウス精子の TLR2および TLR4の細菌感染に対する特異的機能 
 実験２では，SPFマウス精液の精漿を除去し，精子培養液に LPSあるいは TLR2 のリ
ガンドである Pam3Cysを添加し，精子運動率と精子 DNA の断片化についてそれぞれ検討
した．さらに Tlr２-/-，Tlr4-/-および Tlr2-/-;Tlr4-/-マウスを用いて同様の添加実験を行
い，それぞれのリガンドに対する精子運動率と精子 DNA の断片化を検討した．精子 DNA
の断片化の検出は，TUNEL 陽性率と caspase3活性を検出することにより行った． 
 
【実験３】マウス精子の TLR2および TLR4の細菌感染に対する受精能への影響 






















































 実験１において，マウス精子には TLR2および TLR4 が発現していることが明らかとな
ったことから，精子が Pam3Cysあるいは LPSの刺激に対する応答について検討を行った．






さらに，Tlr２-/-，Tlr 4-/-および Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスを用いて同様の添加実験を
行った．Pam3Cysあるいは LPS添加培養液で精子を 6時間培養した結果，Tlr２-/-マウ
スでは Pam3Cys添加による，Tlr4-/-マウスでは LPS添加による運動性の低下は認められ
ず，Tlr２-/-;Tlr 4-/-マウスでは，Pam3Cysあるいは LPS 添加による運動性の低下は認め
られなかった（図３-２A）．さらに同様の添加処理区で 6時間後の TUNEL陽性率を比較




の TLRs が活性化することにより，精子 DNA の断片化と，運動率の低下が示された。 
 
【実験３】 























































を誘起する．この TLRsの機能は，MYD88を介して nuclear factor kappa B（NF-kB）を
活性化させ，その標的因子である TNF-αの分泌を誘導し，それが caspase3を活性化す
ることで，アポトーシスが引き起こされる（Agarwal et al.,2003）．また，TNF-αの分
泌を介さずに直接的に精子 DNA の断片化を誘起する仕組みも存在する（Aliprantis et 
al.,1999）．ヒト精子において，高濃度の Pam3Cys もしくは LPS 処理により，caspase3
の活性化が認められた．これらのことから，精子に発現する TLR2および TLR4 は，マク
ロファージなどの免疫細胞と同様のシグナル伝達系を活性化し，精子 DNAの断片化を誘
起していることが推測された．このような TLR4 のシグナル伝達経路として，TNF-α 
associated death domain protein （TRADD），TLR2には Fas-associated death domain 
protein（FADD）の存在がある（Aliprantis et al.,1999）．免疫細胞において TRADDは
アポトーシスの誘起に必須であり，これが欠損しているマウスでは，TNF-αもしくは
TLR4 のリガンドのどちらの刺激に対しても，アポトーシスが起こらないことが報告さ



























































































 第二章より，ヒト精子に発現する TLR2および TLR4 を介して，精子の機能性に影響を
及ぼすことが示唆された．しかし，ヒト射精精子では射精直後からすでに内毒素の影響
にさらされている状態であることから，細菌感染フリーの精巣上体マウス精子を用いた
Pam3Cys および LPS の添加実験を行った．また，TLR2 および TLR4 の作用機序と精子の
機能性や受精能に与える影響を検討するため，TLR2および TLR4ノックアウトマウスを
用いて検討を行った． 



























































ART に用いる精液の処理は，精漿中から運動精子を回収することである（Henkel et 
al.,2003）．精子を回収する最も簡便な方法は遠心処理法であり，ヒトの体外受精の聡
明期から用いられてきた（Edwards et al.,1969 ; Lopata et al.,1978 ; Edwards et 
al.,1980）．この方法は，抗生物質の含んだ培養液と精液を混合し，遠心分離器にて精
子やその他の細胞を沈降させる方法である．細菌類は，抗生物質の溶菌作用により密度




換し，これがタンパク質や DNA を酸化させることで細胞機能を低下させる（Son et 




誘導すると報告されている（Luong et al.,2012 ; Zhang et al.,2012）．精子において，














精子を除去することができる（Colleu et al.,1996 ; Golan et al.,1997 ; Angelopoulos 





























 成熟卵は症例により，各種卵巣刺激法である GnRH アゴニスト-ロング法，GnRH アゴ
ニスト-ショート法，GnRHアンタゴニスト法のいずれかを施行した．方法については以
下の通りである． 
① Gn-RH アゴニスト-ロング法 
採卵前周期の高温期中期から GnRHアゴニスト（セトロタイド；日本化薬株式会社）
を連続投与する．月経開始後 3 日目より FSH（フォリルモン；富士製薬株式会社）
もしくは hMG(hMGフジ；富士製薬株式会社，hMGコーワ；興和株式会社)を投与し，
卵巣の発育状況により投与量を調節する．主席卵胞径が 18mm に達した時点で hCG
（hCGモチダ筋注用；富士製薬株式会社）を投与し，34～35 時間後に採卵を行う． 
② Gn-RH アゴニスト-ショート法 
月経開始とともに GnRHアゴニスト（セトロタイド；日本化薬株式会社）を連続投与




③ Gn-RH アンタゴニスト法 





採卵は各卵巣刺激後，主席卵胞径が 18 mm 以上に達した時点で hCG 投与もしくは
GnRH-analogue で LH サージを誘起し，34～35 時間で超音波ガイド下にて行った．採卵
で吸引した卵胞液内から，卵丘細胞卵子複合体（cumulus-oocyte complex ; COC）を回




42～44 時間後までに分割が確認できたものを受精と判定した．Day1から Day3 胚の培養
49 
 




合とした．良好胚到達率は，受精した胚における Day3 にてグレード 2 以上の胚の割合
とした．Day3以降の胚の培養には，cook blastocyst medium（COOK）にて 25 μlのド
ロップを作製し，ミネラルオイル（扶桑薬品工業）でカバーしたものを用い，個別培養
を行った．Day5胚のグレード分類は，Gardnerの分類を用いて行い，サイズ 3以上かつ
グレード B 以上を良好胚とした．良好胚盤胞の凍結と融解はそれぞれ，VITRIFICATION 










定後の精液に 5% Human serum albmin 添加 HFF99 を混合し，200 x g で 10 分間遠心処
理を行った．遠心後，上清を捨て，回収した精子懸濁液を 1 mlの 5% Human serum albmin
添加 HFF99の下底に沈め，37℃，5%CO2環境下にて 30分間培養を行った．培養後，最上
層より運動精子を回収した．回収後の精子の精子数，運動率，奇形率，Krügerの strict 
criteria による正常形態率を測定し，原精液の値が WHO の基準を上回る，もしくは，
Swim-up 回収後の運動精子数 1000 万 ml 以上，strict criteria の値が 4.0%以上は
con-IVFもしくは split法の対象とし，それ以下の場合は ICSI とした． 
実験３で用いた Isolate 法は，50%，90% Isolate（Irvine scientific）を用い，２層
Isolate法にて行った．液化した精液の全量を 1 ml の 90% Isolate，1 mlの 50% Isolate
の上に重層し，400 g で 15 分間遠心分離を行った．遠心後，上清を捨て，回収した精
子懸濁液を 1 mlの 5% Human serum albmin添加 HFF99の下底に沈め，37℃，5%CO2環境
下にて 30 分間培養を行った．培養後，最上層より運動精子を回収した．回収後の精子
の精子数，運動率，奇形率，Krüger の strict criteria による正常形態率を測定し，
原精液の値が WHOの基準を上回る，もしくは，Swim-up回収後の運動精子数 1000 万/ml




















法のみと，Isolate/Swim-up 処理法による ARTでの妊娠率を，媒精方法別に比較した． 
 
統計処理 














は，精液を Swim-up 法で回収したもののみとした．con-IVF および ICSI ともに，受精
率，Day3 における良好胚到達率において，細菌混入による影響は認められなかった．
しかし，臨床的妊娠率では，con-IVF において細菌陰性症例で 37.3%，細菌陽性症例で
25.8%，ICSI においては細菌陰性症例で 35.0%，細菌陽性症例で 16.0%であり，有意差
はないものの，細菌陽性症例では臨床的妊娠率が低下する傾向を示した．さらに，妊娠



























ART 精液処理として Swim-up法のみと Isolate/Swim-up法を用いた場合，処理法別に臨
床的妊娠率へ影響が認められるか検討した．con-IVF において，Isolate/Swim-up 法に






































































































































































この非自己の認識は，pattern recognition receptorとして知られている Toll 様受容
体(TLRs)が担っている．TLRs は NF-kB を活性化させることで抗菌ペプチド類を発現さ
せるとともに，異物を貪食するスカベンジャー受容体の形成を促し，p38MAPKがその貪
食形成を促進する（Jiang et al.,2008）．この TLRs は，哺乳動物の白血球においても
発現していることが報告され（Medzhitov et al.,1997），その遺伝子欠損マウス解析か
ら，TLRs による異物認識がサイトカインやケモカインの発現，分泌を介して，獲得免
疫機能を活性化させることが示された．この TLRs はヒトでは 11 種類が family を形成
し，それぞれが細菌のリポ多糖，ペプチドグリカン，リポペプチドなどを認識する．さ
らに，１本鎖 RNA，２重鎖 RNA，非メチル化 CpG DNA といったウィルスの構成物も TLR
により認識されることが知られている．  
近年，免疫細胞以外にも TLRsの局在が報告されており，生殖器官においても卵管や





































































































































































































存在した．さらに，ヒト精子においてこれらの内毒素を認識する TLR2 および TLR4の局
在が認められ，内毒素を添加すると，精子運動性の低下と TUNEL陽性率の上昇が認めら
れた．以上の結果から，精子に存在する TLR2 および TLR4 が内毒素を認識することで，
精子 DNAの断片化を誘起すること，精子運動性が低下することが明らかとなった． 
 
TLR2および TLR4遺伝子欠損マウスを用いた精子に発現する TLRsの機能解析 





































１， 精子に存在する TLR2および TLR4は精液中の内毒素を特異的に認識し，精子機
能性に負の影響を与える 
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